(12) SOLICITLID INTERNACIONAL PUBLICADA EN VIKTUI) DEL IK ATA DO DE COOPERACI6n 

EN MATERIA DE PA I ENTES (PC I ) 

(19) Organ izaci^n Mundial de la Fropiedad 
Intelectual 
Oficina Hiicniacionul 

(43) Fecha de publicacioii iiUeriiacional 
1 de Noviembre de 2001 (01.11.2001) 




PCI 



(10) Nuinero de Publicacion Internacional 

WO 01/81615 Al 



^J^^X'Jl^'f^j^^^^^ CI2Q 1/04// (72) liivcinorcii; c 

(75) IiiveiUorcs/S<»licit;iiiies (pura US solamcntc): QUE- 
SADA MUNIZ, Vivian de Jesus (CU/CUI; Cullc 22 
No.i KM cnnv 17 y l-iiuil. Quivicari. I'rovincia la Ilubana 



(CI2Q l/(M,C:i2R 1:19, 1:22, 1:37, 1:385. 1:42) 
(21) Nijmerodelasolicitud iiiiehiacional: PC r/C:U()l/()(X)() 



(22) Fecha de preseiitacidii internacional: 

17 dc Abril de 2001 (17.{)4.2001 ) 



(CU). KODKIGUEZ MARTINEZ, Claudio |CIJ/CU|; 
lidifjcii) 2, Apio. 3, Ci)munidijd CienliTica Bcjucal! 
Proviijcia la I lahaiia (C:U). 

(74) Maiidatario: MORENO SAMPER, Olga, Lidia; Ux, 

S.A., Ave. Ira No. 1001, lisq. 10, Miramar, Playa, C. 
Uiihana 1 13(X) (CU). 

(3U) Dacos reiativos a la prioridad: 

83/2000 IXdc Abrildc2(XK)(lS.04.2(X)0» CU /xj, i.\:,...h.c.i i ■ , 

CU, CY. Di:, DK, lis, I-L l-R, CJB, (JR, IH, IT, LIJ, Mc! 
NL, PI. Sli, Tk). 



(25) Idionta de presencacion: 

(26) Idioma de publicacion: 



espafu)! 
cspafK)) 



(71) Solicitante (para todos los EsiaJos Jesi^naJos saho 

=- ^Sjl CENTRO NACTONAL DE BIOPREPARADOS 

= [CU/CIJ); Carrcicrd Bcliran Km I 1/2, Bcjueul, i>rovincia Publicada- 

= la I labana 6048 (CI I ). 



con injormc Jc hihyucJu hiicniacional 

[ Continua en la pagina siguiente] 



M Str r ' ''•--'"-^'"y i!-n.-"c,aiivc microorganisms. The comVsi^^^^^^^^^^ 

^ °' '"'^ """" "^'^ "'•t!ran..„ej!a.ivc microorganism inl,ihiu.,s used in said mix.urc. The compos on a o 

= conjams a mu.un. ol organ.c and im.ryanic substances lacili.a.in, diircrcn.ia.ion ol .n„n.no,a.ivc microorvanisr Srxlurc 

^ dc«cct,on and d.nerenl.a.ed counnng ol E. coli and o.hcr colilonn or..„isn,s due u, iho bluc.rcen color ol' ll eir colonicTon ^ 
— orajigc backgn,und o, .he n.cdiun.; Salnu,„.ll. non ,y,„„ owin, u. ,hc ,vd .oU. o, .h. ccn.cr oH..: I ic , i ^ t imui! 

colonng ol .he colonics on a p.nk U. orange backgmund of the n.ediu.n. and I'scuJomonas aeruginosa due .0 the orLe coloring 



00 

O 



mini " T'', y particular con una composicion y un 

Tar^^morrt'" T' 'f >' — -"Pn-no de or,anis s nnVroscopicos. concreu-i e 21"- 

con ,T " '■•-siste en una n.e.ch, dc sus.an ias dc origcn pro.cicrcon un 

conlenido de n. mgcno total en.n: un y y un 20 %. la cual se encuen.ra en una rclacion cn.rc 2: 1 y 24: 1 con res J-u a c^nlcnido 
fno^^'nt ' ; 'T'TT' «-m-,x>si.ivos cn.pleados en la n,is„K,, Con.icnc udcn.as una mc.c.a de sus> ^, i s .^Ss e 
,no,^dn,cas lac.htan la d, erenciacion de los or.anisnu.s Ciran..nc,:.Mvus. es.ancU, diclu. rncxcla en una a relacion ent^ 5 y 
con cspccto a la mezclu de sus.ancias dc ori.en pro.eico. I.a relerid. con„x,sici.-.M ,Krn.i.c la de.eccion y a..cuento d S.. ciado 

typh, por el color rojo del cen.ro de las c.lon.as sobre el fo..do rosado del n.edio: .Salnu„.ella typhi y I'ro.eus p.,r la .ransparcncia 
de las colomas; C.robac.er y Klebsiella ,x,r la coloraciun viole.a de las colonias solwv londo ro.sado a narania del medio yP^" 
domonas aeruginosa por la c».loracidn naranja con cen.ro oscuro de las coU.nias y pig.ncn.acion verdosa a par.irde las ^4'horas dc 
incubacion. las cualcs cmiien lluorcscciicia amarillo-verdosa bajo luz ul.raviole.a. 



wo 01/81615 AI 




Para codigos de dos letras y aims ubrvviaiuras. vcusc lu scccion 
"Guidance Notes on Codes and Abbreviaiiotis" que aparece al 
principio de cada numero regular de la Gacem del PCT. 



I 



COMPOSICION Y METODO PARA LA DETECCION Y EL RECUENTO 
TEMPRANO Y DIFERENCIADO DE MICROORGANISMOS GRAM- 

NEGATIVOS. 

Sector Tecnico 

La presents invencl6n se relaciona con el campo de la Microbiologia y 
particularmente con una composlcj6n y un metodo empleados para la deteccion. 
identificacidn, diferenciacidn y recuento temprano de organismos microscopicos, 
concretamente microorganismos Gram-negativos. 
Tecnica anterior 

La recuperacion, identificacion y recuento de microorganismos Gram-negativos. 
tales como Salmonella, E. coll y coliformes, reviste un gran interns desde el 
punto de vista del diagn6stico clinico y en el control de la calidad higi§nico- 
sanltario de agues, alimentos y muestras ambientales. 

Para la Identificacidn y el recuento de los organismos microscopicos Gram- 
negativos existe una gama de medics de cultivo con formulaciones 
"tradicionales". muctias de ellas desarrolladas desde el pasado siglo. Dentro de 
estos medios se pueden senalar el Agar S.S.. el Agar S.S. modificado, el medio 
XLD, el Agar Ent§rico de Hektoen, Agar de Kristensen y el Agar Verde Brillante 1, 
2. empleados para la identificacl6n de Salmonella (Soria Melquizo, F. Difco 
Handbook. Tenth edition. 1984; MERCK Handbook of Culture Media. 1990; 
OXOID Handbook of Culture Media. 1995). 

Estos medios en general tienen como inconveniente que son intiibidores para un 
gran nCimero de enterobacterlas, e incluso el crecimiento de Salmonella se ve 
algo inhibido por el empleo de concentraciones de inhibidores que superan el 
poder promoter de crecimiento de los nutrientes que ellos contienen. 
Algunos de los medios de cultivo prevlamente referidos basan la identificaci6n de 
Salmonella en la produccl6n de H^S, caracteristica propia adem^s de otros 
organismos Gram-negativos como Proteus y Citrobacter. 

Otros medios han sido ampliamente comercializados para la identificaci6n y el 
recuento de E. coll y coliformes en diferentes muestras biologicas, dentro de ellos 
se destacan el Agar Endo, Agar Eosina Azul de Metileno, Agar de MacConkey, 
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Agar Violeta Rojo Bilis, entre otros (Soria Melquizo. F. Difco Handbook. Tenth 
edition. 1984; MERCK Handbook of Culture Media. 1990; OXOID Handbook of 
Culture Media. 1995). 

Estos medios, por lo general, contienen igualmente inhibidores de organismos 
5 Gram-posftivos que, por no encontrarse en proporciones adecuadas con respecto 
a los nutrientes, con frecuencia inhiben el crecimiento de los microorganismos de 
interns. Por otra parte no es posible identificar en ellos las Salmonellas ni los 
fermentadores tardios de la lactosa. 

En general, la especificidad y/o sensibilidad diagnostica de estos medios no es 
10 elevada, ya que basan su identificacion en reacciones bioquimicas de 
fermentacion de carbohidratos, que son comunes a varias especies o generos 
dentro de los organismos de interes, tal es eh case de la degradacion de la lactosa 
•per el grupo coliformes (no todos la fermentan). 

En 1998 Helena Tuompo y colaboradores patentaron un metodo y un medio de 
15 cultivo para la identificacion de Salmonella (Patente No. US 5, 786, 167). basada 
en la habilidad de la Salmonella de metabolizar melibiosa, manitol y sorbitol, y la 
inclusion de un sustrato cromogenico para detectar actividad p-galactosidasa. 
Este medio no permite identificar especies de Proteus, una enterobacteria de 
interes sanitario, ya que dicho microorganismo crece como colonias incoloras. 
20 Otro inconveniente de este medio es que no posibilita el recuento de 
enterobacterias. Las salmonellas pueden confundirse con las shigellas 
fermentadoras del manitol, tales como S. sonneiy S. flexneri. 
Ese mismo ano Alain Rambach patento un medio de cultivo cromogenico- 
fluorogenico para la deteccion de £. coli y el metodo para su empleo (Patente 
25 No. US 5, 846, 761). La invencibn consiste en utilizar un derivado del acido indolil- 
glucuronido o sus sales, y un sustrato no cromogenico de derivados alkil, -alkenil 
o -aril del acido glucuronido o de sus sales. 

Este medio es especifico para E. coli y no permite la identificacion y/o recuento de 
Salmonella y de otros organismos microscopicos Gram-negativos. Por otra parte 
30 requiere del empleo de una lampara de luz ultravioleta, lo que hace engorroso el 
recuento. 

En la patente No. US 5, 723,308, se describe por Mach y colaboradores un 
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medio para el recuento rapido de bacterias coliformes. El medio comprende una 
mezda de peptona de gelatina y extracto de levadura, lactosa o glucosa, cloruro 
de sodio, sales biliares, goma arabica e indicadores de pH como el rojo fenol y 
sulfonftaleina en cantidades desde 0,16 a. 5 g/L para identificar las bacterias, pero 
5 estas aitas concentFaciones de indicadores son inhibitorias, lo que ocasiona 
recuentos inferiores. El principio de la fermentacion de azucares, especificamente 
la lactosa por los organismos coliformes sigue siendo el utilizado en este medio, 
con la desventaja de no detectar los fermentadores tardios como por ejemplo 
Citrobacter. Otros microorganismos pertenecientes a las enterobacterias no se 
10 identifican y tambien pueden estar afectadas por las altas concentraciones de 
indicadores. 

En 1993 Christopher Tate y colaboradores patentaron un medio muy selectivo 
•para Salmonella (Patente de No. US 5, 208,' 150) con inclusion de Tergitol RTM 
en una base de xilosa-lisina, donde se incluye ademas sulfapiridina para inhibirel 

15 crecimiento de Citrobacter. Al igual que en la mayoria de los medios que se han 
analizado y que existen en el mercado para la identificacion de Salmonella, el 
problema se soluciona con la inhibicion de la flora que puede ser confundida con 
Salrrionella, principalmente Proteus y Citrobacter, estos pertenecientes a las 
enterobacterias y. especificamente Citrobacter se considera un coliforme, por 

20 tanto el recuento de los mismos se ve afectado en este medio. El uso de un 
antibiotico en el medio, como es el case de la novobiocina, trae inconvenientes 
en cuanto a la preparacion y necesita cuidados adicionales en cuanto a 
esterilizacion y conservacion del medio. 

Alain Rambach patento un medio para el aislamiento e identificacion de 
25 Salmonella (Patente No. US 5, 194. 374) que se puede considerar el prototipo 
m^s cercano a la presente invencion y consiste en que la identificacion de ese 
organism© se efectua mediante la reaccion de descomposicion del 1,2- 
propanodiol en presencia de un indicador de pH que es adsorbido en un material 
en forma de polvo, con un tamano de 100 micras. Dicho material es silica, 
30 silicagei o celulosa. Ademas de otros componentes. se emplea un sustrato para 
la p-galactosidasa, IPTG y desoxicolatos. 
El medio presenta las siguientes desventajas: 
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- No todas las Salmonellas "no typhi" dan coioracidn foja, pues segun reportes de 
Monget-Daniel (Patents No. US 5, 434, 056), una cepa de cada una de las 
Salmonella enteritldis, S. galllnarum, S. pullorum y S.paratyphi A ensayadas por 
^1, resultaron incotoras, y una cepa de S:.Arizonae desarroll6 color azui. 

s - Una cepa de Klebsiella pneumoniae presentd una coloraci6n azul en 
experiencias realizadas en el laboratorio. cuando la reacci6n esperada debfa ser 
vioieta. pues este organiismo metaboliza el 1^ propanodiol y es p-galactosidasa 
positive, la mayorfa de las cepas de este organismo revelan la co(oracl6n azul 
despu^s de 24 horas. 
10 - En experimentos llevados a cabo en el desanollo de la presente invenci6n se 
conroboran los resultados de Monget, encontrando algunas cepas de 
Pseudomonas de color rojo, caracteristico tambi^n de Salmonella. 

- Se detect6 tambldrijcoloracidn azul no esperada en cepas de Proteus vulgaris. 

- El medio no estd dlseftado para el recuento de los organismos debido 
15 fundamentalmente a que la conoposiddn de los nutrientes que posee no cuenta 

con los nutrientes necesarios para sobrepasar el poder inhibitorio de los 
desoxicolatos Induidps en la fonnulaci6n. Igualmente, la relaci6n total de 
nutrientes con respecto a los Inhibidores es insufideote y no pennite un adecuado 
desarroilo de los oi^nismos Gram-negativos que al final impide un recuento 
20 seguro de los misnnois. 

- La anterior defidenda Indde ademds en que para emplear el medio de 
Rambach para identificar Sa/znone/a se necesite incubar la muestra en medios de 
pre-enriquecimiento o enriquecimiento antes de ser inoculadas en 61. Por lo 
general et perfodo cle enriquedmiento se extiende por 18-24 horas en Caldo 

25 Selenito, Tetrationatp o Rappaport Vassiliadis 

- En experiendas realizadas por el solicitante. la cepa de Enterobacter aarogenes 
- ATGC 13048 y de l^bslella pneumoniae ATCC 13883 resultaron muy inhibldas 

en el medio despu6s de incubarias de 18 a 24 horas aiemperatura de 37 °C. 
Proteus vulgaris ATCC 13315 y Proteus mlrabllls ATCC 7002 no crecleron en el 
30 niismo experimento. En otras dos expert ndas Enterobacter aerogenes ATCC 
13048, no cred6 n. el medio n comparad6n con medios xperimentales. 

- Otra d sventaja e|S la cantidad de silicagel pulverizada que posee el medio. 
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dificll de distribuir homogeneamente y que flocula con mucha facilidad, 
provocando en muchos casos que la consistencia del medio no sea la adecuada 
y la manipulacion resulta engorrosa. 

- La alta capacidad de adsorcion de la silica impide la difusion de los 
5 componentes adsorbidos al medio. 

- El pobre poder de promocion del crecimiento alcanza incluso a las salmonelas, 
pues en experiencias realizadas una cepa de Salmonella typhi resulto inhibida en 
el medio. 

- La relacion entre inhibidores, nutrientes y las sustancias reveladoras no es la 
10 mas apropiada ya que se hace necesaria la inclusion de activadores de las 

enzimas (IPTG) en la formula, para poder metabolizar los sustratos y revelar la 
reacci6n en menos tiempo. 
Oivulgacion de la Invencion 

El objetivo de la presente invencion consiste en proveer una composicion para la 
15 deteccion temprana y el recuento diferenciado de organismos microscopicos 
Gram-negativos, permitiendo especificamehte identificar y realizar un recuento 
seguro y'al unisono de Salmonella, E, coll, coliformes y otras bacterias Gram- 
negatival tales como: Pseudomonas, Citrobacter y Klebsiella en periodos 
temprands de cultivo y con una alta sensibilidad analitica. 
20 La novedad de la solucion radica en que se conforman mezclas de sustancias de 
origen proteico altamente nutritivas, con un alto contenido de nitrogeno total, 
entre el 10 y el 33 % y que dicha mezcia se encuentra en una relacion de 2:1 a 
24:1 con respecto al contenido en la formulacion de sustancias que inhiben el 
crecimiento de los organismos que se desean inhibir, y mas especificamente, los 
25 Gram-positivos. 

Per otra parte, en la composicion se incluyen mezclas de sustancias de 
naturaleza organica e inorganica que permiten diferenciar y hacer un recuento 
diferenciado de los organismos microscopicos de interes, encontrandose esta 
mezcia en una relacion adecuada de 0,5:1 a 2:1 con respecto a la mezcia de 
30 sustancias nutritivas de origen proteico antes mencionadas. 

Las sustancias de origen proteico son seleccionadas entre varios tipos de 
compuestos entre los que se destacan: 
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- Hidrollzados pancreatlcos o papamicos de corazon de res deshidratados con un 
contenido de nitrogeno total de 10 a 15 %, y que se encuentran en la mezcia de 
sustancias de origen proteico en concentraciones entre el 25 y el 75%. 

- HIdroiizados enzimatlcos deshidratados de protelnas lacteas con un contenido 
de nitrogeno total de 11 a 20 %. encontrandose en concentraciones de hasta el 
15 % de dicha mezcia de sustancias proteicas. 

- Autolizados o hidrolizados enzimaticos de origen microbiano, con un contenido 
de nitrogeno total de 8 a 15 % y que se encuentran en dicha mezcia en 
concentraciones del 15 al 25 %. 

- Mezclas de proteinas de la yema del huevo. con un contenido de nitrogeno total 
del 15 al 33 %, encontrandose en la mezcia de sustancias de origen proteico en 
concentraciones de hasta el 45 % de dicha mezcia. 

La composicion propuesta en la presente invencion incluye el empleo de 
pequefias cantidades de inhibidores del crecimiento de los organismos 
15 microscopicos Gram-positivos. entre los que se encuentran los acidos colico y 
desoxic6lico, asl como las sales blliares. lo cuales se emplean en la composicion 
en una relacion entre el 0 6:1 hasta 2:1 con respeclo a la mezcia de sustancias 
de origen proteico, es decir en cantidades entre 0.8 a 4 g/L. 
Por otra parte, un aspectos novedoso de la presente invencion consists en el 
empleo, conjuntamente con los componentes antes mencionados; de otros 
compuestos que permiten la diferenciaclon selectiva de los organismos de 
interes. seleccionados entre los oxides de metales bivalentes y compuestos de 
slllcio. tales como 3MgO x 4Si02 x H,0. SiO^x H^O y SiO, en cantidades de 2 a 
20 g/L. es decir. a concentraciones entre el 6 y el 32% con respecto a la masa 
25 total de la mezcia. asl como el rojo fenol y el rojo neutro en cantidades de 0.01 a 
0.06 g/L (concentraciones entre 0.03 a 0.18% de la masa total), en presencia de 
alcx)holes degradables por fas enzimas de alguno de los organismos a detectar. 
preferiblemente C,H,0, en cantidades de 10 a 14 mL/L. y la presencia de 
compuestos cromogenicos degradables por otros organismos microscopicos 
30 diferentes a aquellos que degradan los alcoholes. y que al ser degradados. le 
otorgan a las colonias una coloracion diferente a las de los organismos que 
degradan el alcohol, preferiblemente el X-gal en cantidades de 0.05 a 0,1 g/L. es 
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decir. a concentraciones entre el 0.15 y el 0.3% de la masa total de dicha mezcla . 
Otro elemento novedoso en la formulacion para este tipo de medios con la 
finalidad propuesta. se incluye la combinacion de sales de sodio y magnesio, 
tales como cloruro de magnesio y carbonate de sodio, en cantidades de 0.01 a 10 

5 g/L es decir a concenXraciones que van desde 0.03% al 32% de la masa total de 
la mezcla, la creatine y compuestos nitrogenados de bajo peso molecular en 
cantidades hasta 1 g/L (hasta 3% de la masa total de la mezcla), aminoacidos 
sulfurados. tales como cistina y cisteina en cantidades hasta 0,4 g/L (hasta 1.25% 
de la masa total de la mezcla). 

10 En la composicion se incluyen agentes gelificantes. preferiblemente agar con una 
dureza entre 400 y 700 g/cm^ en cantidades de 13 a 20 g/L (entre 40 y 63% de la 
masa total de la mezcla). 

•La composicion para ser utilizada se reconstituye en agua a razon de 30 a 32 g/L, 
para lo cual, se adiciona el alcohol al agua, agilando hasta lograr la total 

15 distribucion, adicionando a la premezcla los demas ingredientes, agitando a 
temperatura de 100 °C por 1 a 3 minutos y disminuyendo la temperature hasta 
45-50 **C. Dicha nueva composicion tiene un pH de 6,8 a 7,4 despues de ebullir 
por f -15 minutos y enfriar hasta 20-25 °C. La composicion se emplea incubandola 
en forma de gel a temperatura de 30 a 45 X por espacio de al menos 12 horas. 

20 En dicha -composicion preparada y restituida en agua, es posible proporcionar un 
nuevo metodo para la deteccion temprana y el conteo diferencial de organismos 
microscopicos Gram-negativos tales como Salmonella, E. coll y otros organismos 
coliformes. Por ejemplo, £. coll y coliformes muestran una coloracion azul- 
verdosa de la coldnia sobre un fondo naranja del medio. Salmonella (no typhi) 

25 puede detectarse por el color rojo del centre de las colonies sobre un fondo 
rosado. Salmonella typhi y Proteus vulgaris son detectados por la transparencia 
de las colonies, Citrobacter y Klebsiella se diferencian por la coloracion violeta de 
las colonies sobre el fondo rosado o naranja del medio, Pseudomonas aeruginosa 
por la coloracion naranja clara con centre mas oscuro de la colonia, tornandose 

30 verdosa despues de 24 horas y presentando fluorescencia amarilla-verdosa bajo 
luz ultra violeta. 

Las ventajas de la nueva invencion radican en que: 
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- Por primera vez se proporciona una composicion que permite la deteccion y 
numeracion temprana y diferenciada de varias especies y generos de orgahismos 
microscopicos Gram-negativos. entre ellos Salmonella typhi y no typhi, 
Escherichia coli, Proteus. Citrobacter y Pseudomonas. 

5 - El balance entre las bases nutritivas, con un contenido adecuado de nitrogeno 
total, la relacion entre ellas, y con respecto a Ids inhibidores, posibilita que los 
organismos de Interes crezcan sin inhibicion. especialmente Salmonella, y que los 
organismos Gram-positivos si esten totalmente inhibidos. 

- La especificidad diagnostica de la composicion es muy elevada, para los 
10 organismos de interes, pues en todas las experiencias realizadas ha resultado del 

100 % para todos los organismos. 

- De manera inesperada. se ha posibilltado el aislamlento identificacion de 
'Salmonella en solo 12 horas. sin necesidad de pre-enriquecer o enriquecer la 
muestra previamente. 

15 - La sensibilidad analitica es muy alta. incluso tempranamente. o sea. antes de 
las 24 horas para todos los organismos de Interes. 

- Con la composicion se logran identificar y enumerar tempranamente organismos 
fermentadores tardlos de lactose, tales como Citrobacter y Serratia, que pueden 
ser enumerados e identificados como coliformes. 

- Es de sumo interes el hecho que de manera inesperada los Proteus, organismos 
de interes sanitarlo no pertenecientes a los colifomies pero sf a las 
enterobacterias. asi como Salmonella typhi, otra bacteria Gram-negativa. crecen 
en el medio y se presentan como incoloros. por lo que su presencia. no interfiere 
en el recuento de los coliformes. y de esta forma, estan disponibles para una 
sucesiva identificacion. 

- Se ha logrado enumerar diferenciadamente las especies de Salmonella de las 
Shigellas fermentadores del manitol. tales como, Shigella flexneri y Shigella 
sonnei. 

- Debido al balance logrado en la formulacion propuesta entre Inhibidores, bases 
nutritivas y las demas sustancias favorecedoras del crecimiento. y su relacion con 
los sustratos que permiten la identificacion diferenciada de los organismos de 
interes, se hace posible utilizar bajas concentraciones de los indicadores o 
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reveladores de la reacci6n (0,01 a 0,06 g/L), lo que intensifica las cualidades 
promotoras o nutricionales del producto. 

- Las bajas concentraciones de los indlcadores, son suficientes para identlficar los 
organismos de Interns, con el consecuente ahono de estas sustancias de diflcil 

5 obtenci6n per sintesis. 

- Las sustancias que confonnan la composici6n son temioestabies, por lo que 
ninguna compiica la preparaci6n del medio final, e incluso, posibilitan disponer del 
diagnosticador, sin necesidad de esterilizario. 

- Las reacciones que pemriiten la identificaci6n de los organismos de interes en la 
10 presente composici6n son claras y comunes para las cepas de cada g6nero o 

especie a identlficar, por lo que no se ban detectado respuestas "atlpicas" ni con 
Salmonela ni con el resto de las enterobacterias, induyendo los coiiformes. 
• - Sorprendentemente, las cepas de Klebsiella a! emplear la solucion propuesta, 
dan una respuesta diferente al resto de las enterobacterias, excepto Citrobacter, 
15 lo que brinda una nueva posibilidad diagn6stica, pues se puede hacer un 
recuento presuntivo de estos dos germenes cuando se requiera. 

- Con la presente invenci6n, se logra una considerable reducci6n del tiempo total 
del ensayo, que para el case de E. co//, se logra en menos de 12 horas en 
determinadas aplicaciones. 

20 - El producto no contiene sustancias de dtffcll distribuci6n o disolucibn, ni 
componentes incompatibles, lo que hace sencilla su preparaci6n. 

- La conjuncion de diferentes fuentes de protefnas, especialmente seleccionadas 
y sus derivados de la hidr6lisis, con un contenido de nitr6geno del 8 al 33 %, 
proporciona nutrientes suficientes como que para todos los gSneros y especies de 

25 interes, se desarrollen sin inhibicidn en un corto perfodo de tiempo. La presencia 
de otros componentes, tales como vitaminas y microelementos favorece este 
balance. 

- La invencion, al proveer una relacidn entre los componentes de naturaleza 
organica e inorganica, asi como de las sustancias de origen proteico entre 0,5:1 a 

30 2:1, posibiiita la drferenciaci6n de los organismos de interns, permitiendo que 
crezcan los organismos de fdcil inhibicidn por el grupo de compuestos del dcido 
colico y desoxic6lico y de diflcil diferenciaci6n por los mStodos tradicionales de 
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degradacion de azucares. 

- La adicion de oxidos de metales bivalentes y de silicio en cantidades de 2 a 20 
g/ L, adem^s de activar el metaboiismo microbiano. permiten la conformacidn de 
una estmctura s6lida. que conjuntamente con el agar de la dureza seleccionada 
(400-700 g/cm^). pemriiten la fbnmaci6n de colonias caracteristicas, de las cuales 
no difunde al medio su coloraci6n, lo que finalmente posibilita la diferenciacion 
slmultanea por colores de una amplia gama de onganismos microsc6picos. 

- La mezcia de protelnas del huevo, ademas de aportar nutrientes, posibilita, 
conjuntamente con las sustancias mencionadas en el p^rrafo anterior, una zona 
de contraste en todo el volumen del medio, lo que adyuva la apreciacion de las 
diferentes coloraciones y tonalidades de las colonias. 

- La combinaci6n de aicoholes degradables por las enzimas de, al menos. uno de 
Jos organismos a identiflcar en las cantidades establecidas de los indicadores de 
pH y del X -gal posibilitan que, a altas dlluclones de la muestra y a pocas horas 
del inicio del cultivo (menos de 12 horas para E. co// y alrededor de 12 horas para 
Salmonella y bacterias coliformes) se puedan observar las reacciones que 
permitan la identificaci6n certera y segura, posibilitando la alta sensibilidad y 
especificidad del diagnosticador. 

- Las sales de sodio y magneslo en las cantidades previstas, penniten acelerar 
las reacciones enzim^ticas, las que, conjuntamente con otros compuestos como 
la creatina y otros aminodcidos sulfurados, brindan nutrientes adicionales para 
aquellos organismos de interes que son susceptibles a ser inhibidos por los 
compuestos del acldo c6llco y desoxicolico. 

- Las cantidades en que se restituye la composici6n en agua, asf como el metodo 
de preparacion e incubaci6n de las muestras, proveen de un procedimiento f^cil, 
sencillo y seguro para el laboratorista que brinda una confiabllidad superior a la 
practica diagn6stica. 

- La posibilidad que brinda la oomposicidn propuesta, de identificar los 
organismos microsc6picos s6lo por sus caracteristicas crom^ticas peculiares. 
pemfiite la lecture e identtficaci6n de los resultados por un personal con un minimo 
de preparaci6n. 



II 

Descripcion detallada d la invencion 

Para la conformaci6n de la cxDmposicion, los componentes se preparan segun su 
estado fisico: solido o Ifquido. La preparacldn de los componentes solidos o 
polvos se describe a continuacibn: 
5 Las sustancias de qrigen proteico seleccionadas dentro del grupo de hidrolizados 
pancreaticos o papainicos de corazbn de res con un contenido de nitrogeno total 
entre 9 y 14 % y en una cantidad de 25 a 77 %, respecto a la masa de su mezcia; 
hidrolizados enzimaticos de proteinas l^icteas con un contenido de nitrogeno total 
de 9 a 20 %, y en una cantidad de 0 a 15 % respecto a la masa de su mezcia, asi 
10 como, las proteinas del huevo, con un contenido de nitrogeno total de 5 a 7 % y 
en una cantidad de 0 a 45 % respecto a la masa de su mezcia; se tamizan para 
lograr la uniformidad del tamano de partlculas. 

Oichas sustancias de origen proteico estan en una relacion de 2:1 a 24:1 con 
respecto a! contenido de inhibidores, selecclonados dentro del grupo del acido 

15 colico y desoxicolico (sales biliares, desoxicolato de sodio), los cuales igualmente 
son tamlzados, quedando listos para ser mezdados y homogeneizados, con el 
resto de los componentes organlcos e inorgdnicos que se adicionan en relacion 
de 0,5:1 a 2:1, respecto a la masa de la mezcia de sustancias de origen proteico. 
Se realiza una premezcia compuesta por: oxidos de metales bivalentes y/o 

20 compuestos del silicio (3MgO x 4Si02 x H2O; SiOs x H2O), previamente secadas y 
en cantidades entre 6 y 32 % respecto a la mezcia final; indicadores de pH. 
preferiblemente rojo fenol y rojo neutro en cantidades de 0,03 a 0,18 % respecto 
a la mezcia total; compuestos cromog^nicos degradables bajo la accion de, al 
menos, un organismp, preferiblemente X-gal. en cantidades de 0,15 a 0,3 %, 

25 respecto a la mezcia total. La premezcia de estos compuestos se puede molinar 
y se tamizan previo a su homogeneizaci6n de manera tal, que pesando la suma 
de la cantidad de cada componente en ia formuiacion. se logre una distribucion 
adecuada de cada uno. 

Las sales de sodio (carbonate de sodio) y de magneslo (cloruro de magnesio) 
30 previamente se secan, molinan y tamizan antes de agregarlas a la mezcia final en 
cantidades de 0,03 a 32%. 

Los compuestos nitrogenados de bajo peso molecular, especificamente creatina, 
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(hasta un 3 % respecto a la mezcia final) y los aminoacidos sulfurados, 
preferiblemente cistina y cistelna (hasta un 1 ,25 /o respecto a la mezcia final) se 
tamizan antes de agregarios a ia mezcia total. 

El agente gelificante, preferiblemente agar, de dureza entre400 y 700 g/cm^ que 
5 se utilize en cantidades entre el 40 y 67 % respecto a la mezcia final, se seca y 
tamiza antes de agregarlo a la mezcia total. 

Todos los componentes antes mencionados, asi como la premezcia, se unen y 
homogenizan hasta lograr un contenido uniforme con un pH de 6,8 a 7,4. Dicha 
mezcia se envasa en frescos hermeticamente cerrados, protegidos de la luz, 

10 manteniendolos a temperature ambiente. 

Los componentes liquidos que pueden ser los polialcoholes, especificamente el 
CsHgOs. y las proteinas del huevo sin deshidratar, asi como el ague destilada o 
desionizada, se mezclan bien hasta lograr una soluci6n homogenea. 
El polvo se adiciona en cantidades de 30 a 32 g/L a la mezcia liquida, de esta 

15 manera se restituye y se obtiene la suspensi6n de la composici6n. 

La composicion puede prepararse a escala de laboratorio, pesando los 
componentes por separado dentro de un contenedor y manteniendo las 
proporciones antes mencionadas. Se adiciona posteriomiente la mezcia liquida 
sobre la mezcia de polvos. La suspensi6n se agita y deja remojar al menos 10 

20 minutos antes de ebullir por espacio de 1 a 3 minutos. Se enfrfa hasta 45-50 ""C y 
se distribuye en el envase final del ensayo, dejandolo solidificar a temperatura 
entre 25 y 30 °C. Si se observe humedad en las tapes de los contenedores, una 
vez gelificado el contenido, se debe secar por cualquiera de los metodos 
conocidos, antes de inocular los organismos microscopicos o las muestras que 

25 los contengan, por metodos de siembra en estria en cualquiera de sus formes, o 
por diluciones en cualquiera de sus modos. Los recipientes inoculados se incuban 
a temperatura de 30 a 45 ^'C por al menos 12 horas. 

La lecture de los resultados se realiza observando el color y morfologia de las 
colonies aisladas en la superficie, de manera que la obsen/acion de colonies azul- 
30 verde con centre mas oscuro, sobre fondo naranja del medio, bordes regulares y 
un tamano de 1 a 5 mm, en dependencia del tiempo de incubacion, es 
caracteristico de E. coli y colifonmes, excepto los g6neros Citrobactery Klebsiella, 
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los cuales se observan semejantes pero con coloracion violeta sobre fondo 
rosado a naranja del medio. 

Las especies de Salmonella no typhi se observan de color rosado a rojo, sobre 
fondo rosado del medio, bordes regulares, de 1 a 6 mm, en dependencia del 
5 tiempo de incubaci6o...Las colonias de Salmonella typhi y Proteus se observan del 
color del medio por la transparencia de estas, bordes regulares y tamano de 1 a 3 
mm, en dependencia del tiempo de incubacibn. 

Las cepas de Pseudomonas aeruginosa se observan con una coloracion naranja 
con centro oscuro, bordes algo irregulares y pigmentacion verdosa a partir de las 
10 24 horas de incubacidn, emitiendo fluorescencia amarillo-verdosa bajo luz 
ultravioleta (365 nm). Otros organismos Gram-negativos permanecen incoloros en 
el medio. 

Ejemplos de Realizacion. 

Ejempio No. 1 

15 Se prepararon 400 g de la composicion deshidratada en polvo con la siguiente 
composicion: 

COMPONENTE g/400 g de medio 

Hidrolizado pancre^tico de corazon 

de res (nitrbgeno total » 10 %) 63 
20 Hidrolizado enzimatico de proteinas 

lacteas (nitrogeno total « 12 %) 38 
Hidrolizado de ievadura 

Saccharomyces (nitrogeno total » 8 %) 38 
Dichos componentes fueron previamente tamizados. 
25 En la composicion se incluyeron las sales biliares en calidad de inhibidores (16,6 

g). 

Se prepare una premezcia de 51 g de 3MgO x 4Si02 x H2O, con 1 g de X-gal y 
0,4 g de fojo neutro. Con posterioridad se mezclaron todos los ingredientes con 
agar como agente gelificante en cantidad de 191 g (fortaleza del gel de 560g/cm^) 
30 y carbonato de sodio en cantidad de 2 g. Una vez lograda la uniformidad de la 
composicion y ajustado el pH a 7,1, 6sta se envaso en frascos hermeticamente 
cerrados con 15,7 g de la composicidn. 
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Paralelamente el CaHgOa se envasb en frascos por 5 mL. 

El contenido de cada frascx) de la composicion se vertio en un ertenmeyer que 
contenia una mezcia de agua desionizada y el contenido del frasco de CgHsOj, se 
aglto. dejandola remojar por 10 mlnutos, se procedi6 a ebullir por 3 minutos. se 
5 enfri6 hasta la temperatura de 45 "C y se distribuyo en places de Petri. Una vez 
gelificada la composicion, se procedi6 a evaluar sus caracteristicas y desempeno. 
Se evaluo con cepas certlficadas la diferenciacion de las colonias y la promocion 
del creclmiento en comparacion con el Agar Triptona Soya segun la Table No.1. 



Tabia No. 1 Diferenciacion y promocion del crecimiento a las 24 horas 



Organismo 


Cepa 
ATCC 


Caracteristicas 
de las colonias 
aisladas 


Medio 
Experimental 
UFC/mL 


Agar Tript. 
Soya 
UFC/mL 


Dif. 
signif. 
p<0,05 


Salmonella 
typhimurium 


14028 


Color rojo, 

bordes 
regulares, 
tamano » 2-3 
mm 


430 ± 42.4 


430 ± 17,6 




Escherichia coli 


25922 


Color azul 
intenso, bordes 
regulares 
« 2 mm 


180 ±21.2 


200 ± 10.6 




Citrobacter freundii 


9080 


Color violeta, 
bordes regulares 
« 2 mm 


320 ± 98.9 


370 ± 3.5 





10 Experimental: Composicion descrita en la presente invencion. 



UFC/mL: Unidades formadoras de colonias por cada mL de dilucion 10-6 
+ Existen diferencias significativas para p:s0,05 
- No existen diferencias significativas para p<0,05 

Se inoculo una dilucion 10'^ de una cepa de Streptococcus faecalis ATCC 29212 

15 la cual estuvo inhibida a las 24 horas. 

No se observe difusion de la coloracidn de las colonias al medio, lo que pemiltio 
la facil enumeracidn y diferenciacl6n de las colonias. Se logr6 una enumeracion y 
diferenciacidn temprana de fermentadores tardlos de lactosa como Citrobacter. 
La promocl6n del crecimiento de las especies ensayadas es comparable con un 

20 medio de prop6sito general como es el caso del Agar Triptona Soya, lo cual se 
demostr6 estadistlcamente no existiendo diferencias significativas entre los 
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recuentos obtenidos en ambos medios. La inhibicion de las especies Gram- 
positivas es observada aun a altas concentraciones de inoculo. 
A continuacion se procedio a la evaluacion de la nueva composicion en 
comparacion con otrais tomadas como referenda, estas fueron: 
^ A gar Verde Brillante (AVB) : Preparado a una concentracion de 50 g/L de agua 
desionizada, agitando la mezcia, la cual se hirvio hasta disolucion completa. Se 
esterilizo a 121 °C. durante 15 minutos, se enfrio hasta 45-50 X y se distribuyo 
en placas. 

Agar Rambach (AR): Se vertio el contenido de un frasco (para preparar 1 L), en 1 
10 L de mezcia de suplemento iiquido con agua desionizada, se agito y calento con 

agitacion hasta ebullicion, se enfrio hasta 45-50 y se distribuyo en placas. 

Agar Violeta Rojo Bills (AVRB): Preparado a una concentracion de 38,5 g/L de 

agua desionizada, se agito y calento con agitacion hasta ebullicion, se enfrio 

hasta 45-50 °C y se distribuyo en placas. 
15 Segun se muestra en la Tabia No. 2, ademas del comportamiento de los 

microorganismos en el medio, se compare la promocion del crecimiento a una 

dilucion 10-6 de cada inoculo. 

TabIa No. 2 Evaluacion del comportamiento de diferentes microorganismos en la 
composicion propuesta para crecimiento y diferenciacion de Salmonella 
20 (incubados a 37 °C por 24 h) 



Organismo 


Medio 


Caracteristicas y 

color de las 
colonias aisladas 


Promocion del crecimiento 


UFC/mL 


Dif. signif. 
p<0,05 


Salmonella enteritidis 
ATCC 13076 


AVB 


Posadas, bordes 
regulares, tamano < 
1 mm 


15 ±7,6 




AR 


Rojo violetas, bordes 
regulares, tamano ^ 
1-2 mm 


100 ±40,0 


Experim. 


Rojo, bordes 
regulares, tamano ^ 
1-2 mm 


130 ±74.0 


Salmonella 
typhimurium ATCC 
14028 


AVB 


Posadas, bordes* * 
regulares, tamano < 
1 mm 


50 ± 36,5 
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AR 


Rojo violetas, bordes 
regutares, tamano » 
1-2 mm 


260 ±201.5 




Experim. 


Rojo, bordes 
regulares, tamano » 
1-2 mm 


220 ±138,0 


Salmonella typhi 
ATCC 19430 


AVB 


No crecimiento 


No 

crecimiento 


+ 


AR 


No crecimiento 


No 

crecimiento 


Experim. 


Incoloras, bordes 
regulares, tamano 
« 2 mm 


130 ±28.7 


Proteus vulgaris ATCC 
13315 


AVB 


No crecimiento 


No 

crecimiento 


+ 


AR 


No crecimiento 


No 

crecimiento 


Experim. 


Incoloras arosadas, 
bordes regulares, 
tamafSo » 2 mm 


225 ± 28,0 



Experimental: Composicion descrita en la presente invenci6n. 



UFC/mL: Unidades fonnadoras de colonias por cada mL de diluci6n 10-6 
+ Existen diferencias signlficativas para p<0,05 
- No existen diferencias significativas para p^.05 
5 En el nnedio se observa el crecimiento de Proteus vulgaris a altas diluciones, se 
demuestra el crecimiento diferenciado de especies de Salmonella no typhi con 
coloraci6n de rosado intense a roja de las colonias, bien diferenciadas de la cepa 
de Salmonella typhi. Esta ultima crece sin inhibicion en la composici6n. incluso a 
altas diluciones. 

10 Se inocularon ademds tres cepas de organismos pertenecientes al grupo 
coliformes en la composici6n, utilizando como referenda el medio tradicional Agar 
Violeta Rojo Bilis, y el Agar Rambach, el crecimiento y caracteristicas de las 
colonias se muestran en la Tabia No.3. 

Tabia No.3 Evaluacion del comportamiento de diferentes microorganismos del 
15 grupo coliformes en la composici6n. 



Organismo 


Medio 


Caracterfsticas y 


Promocion del 






color de las colonias 


crecimiento 
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aisladas 


UFC/mL 


Dif. signif. 
p<0,05 


Enterobacter 
aerogenes ATCC 
13048 


AVRB 


Rosadas, bordes 
regulares, tamano « 2 
mm 


350 ±130,5 




AR 


No crecimiento 


No 

crecimiento 


Experim. 


Azul verdes, bordes 
regulares, tamano » 
2-3 mm 


60 ±19 


Escherichia coli 
ATCC 25922 


AVRB 


Rojas con precipitado 

biliar, bordes 
regulares, tamano « 3 
mm 


395 ± 116 




AR 


Azul oscuro, con halo 

azul en el medio, 
bordes regulares » 2 
mm 


135±115 


Experim 


Azul verdes, bordes 
regulares. tamano » 
2-3 mm 


270 ± 43 


Citrobacter freundii 
ATCC 9080 


AVRB 


Crises, bordes 
regulares. tamafto « 2 
mm 


765 ± 328 




AR 


Rojo marron, bordes 
regulares, tamafio » 
1-2 mm 


505iZ0 


Experim 


Rosado-vioieta 
intense, bordes 
regulares, tamano » 2 
mm 


460 ± 7,5 


Experimental: Composicion descril 


ta en la presente invencidn. 



UFC/mL: Unidades formadoras de colonias por cada mL de dilucion 10-6 
+ Existen diferencias signif icativas para p<0,05 
• No existen diferencias significativas para p^0,05 

5 La promoci6n del crecimiento de los microorganismos coliformes ensayados fue 
similar estadisticamente al medio tradicional Agar Violeta Rojo Bilis y superior al 
Agar Rambach para el case de Enterobacter aerogenes. Se logrd una 
diferenciacl6n de este grupo (colifonnes) por su color azul-verde caracterlstico, 
diferenciandose la especie de Citrobacter por su color violeta, lo que no se logra 

10 en medios tradicionales basados en la fermentacidn de la lactosa, por ser este 
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organ ismo fermentador tardio. 

Se evaluo la composicion con cepas certificadas disminuyendo el tierripo de 
incubacion hasta 18 horas, segun se muestra en la Tabia No.4. 



Tabia No.4. Caracteristicas del crecimiento y las colonies a las 18 horas 



Organismo 


Cepa 


Caracteristicas de las colonias 


Shigella flexneri 


ATCC 12022 


Transparentes, bordes regulares, pequenas < 

1 mm 


Salmonella typhi 


ATCC 19430 


Rosadas, bordes regulares, brillantes. Se 
diferencian de las demas y de Salmonella no 

typhi 


Salmonella 
typhimurium 


ATCC 14028 


Rojas, bordes regulares 


Proteus vulgaris 


ATCC 13315 


Transparentes, bordes regulares, pequenas 


Staphylococcus 
aureus 


ATCC 25923 


Inhibido 


Escherichia coli 


ATCC 25922 


Verdes, bordes regulares, brillantes 


Pseudomonas 
aeruginosa 


ATCC 27853 


Naranja claras, centre mas oscuro, bordes 
regulares, aspecto grasoso 


Citrobacter diversus 


sp. 


Violetas, bordes regulares y transparentes, 
centre m^is oscuro 


Klebsiella 
pneumoniae 


ATCC 13883 


Violetas. bordes regulares, diferentes de E. 

coli 


Enterobacter 
aerogenes 


ATCC 13048 


Verde azulosas, bordes regulares. se 
diferencian de E. coli (mas claras) 



5 

Se destaca que ya a las 18 horas hay una buena diferenciacion. sin 
enriquecimiento. La cepa de Pseudomonas aeruginosa se pudo identificar, asf 
como, la cepa de Klebsiella y Citrobacter. El Staphylococcus aureus se encuentra 
totalmente inhibido en el medio. 

10 La composicion fue evaluada ademas en muestras de polio contaminadas con 
Salmonella. Dicha muestra se colocd en pedazos dentro de una bolsa de 
poiietileno y se le adiciond agua de peptona buferada en igual cantidad (360 g), 
se agltd el contenido, y de ahf se tomo el in6culo del cual se prepararon 
diluciones desde 10 hasta 10 Se inocul6 la superficie de dos placas, una con 

15 la mas concentrada y otra con la de menor concentracion. Se incubaron durante 
24 horas a 37 **C. Los resultados se observan en la Tabia No. 5. 
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Tabia No. 5. Caracteristicas del crecimiento y las colonias a las 24 horas de 
incubacion. . 



Caracteristicas de las colonias 
observadas 


Identificacion segun la nueva 
composicion 


Colonias rojas, bordes regulares, centro 
mas oscuro, tamano « 2 mm 


Salmonella sp. 


Colonias rojas, bordes irregulares, halo 
mas grande y claro 


Salmonella sp. 


4 colonias azul verdosas, bordes 
irregulares 


Citrobacter sp. 



A las 24 horas hay una buena identificaci6n de Salmonella sin necesidad de pre- 

5 enriquecimiento, ni enriquecimiento. 

Se realizo una evaiuacion en 20 muestras de alimentos contaminados con 
Salmonella donde se realizo una comparacibn de diferentes combinaciones de 
•medios de enriqueciniientp y medios solidos tradicionales para la identificacion y 
aislamiento de Salmonella, con la inoculacion directa de la muestra en la 

10 composicion experimental y con combinaciones de esta con los caldos de 
enriquecimiento segun se muestra en la TabIa No.6. Los medios utilizados fueron: 
Caldo Tetrationato: Preparado por disolucion de 46 g del polvo en 1L de agua 
desionizada, agitando la mezcia hasta homogeneizar el contenido, adicionando 
una solucibn de yodo. preparada especialmente para este medio. Se calento 

15 hasta ebullicion durante 1 minuto y se distribuyo en tubes en cantidades de 10 
mL. 

Medio RAMBACH: Se verti6 el contenido de un frasco (para preparar 1 L). en 1 L 
de mezcia de suplernento liquido con agua desionizada, se agito y calent6 con 
agitacion hasta ebullicion, se enfrio hasta 45-50 °C y se distribuyo en placas. 
20 Agar Ent6rico de Hektoen: Preparado a una concentracibn de 75,5 g/L de agua 
desionizada, se agito y calent6 con agitaci6n hasta ebullici6n (1-3 minutes), se 
enfrio hasta 45-50 ''C'y se distribuyo en placas. 

Caldo Rappaport Vassiliadis: Preparado a una concentracion de 30 g/L de agua 
desionizada. Una vez preparado es calentado bajo agitaci6n hasta ebullicion (1-3 
25 minutes), esterilizado mediante autoclave a 121 ^C por 15 minutes y enfriado 
hasta 45-50 y distribuldo en tubos. 
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Tabia No. 6 Coniparaci6n con los medios y metodos tradicionales para 
aislamiento e identificacion de Salmonella 





Kesuitaaos falsos 
positivos 


Resultados positivos 
conflrmados 


Tradicional (TT/HE) 


11 


0 


Tradicional (TT/RAM) 


9 


1 


TT/EXPERIMENTAL 


7 


0 


Tradicional (RV/HE) 


4 


2 


Tradicional (RV/RAM) 


4 


2 


RV/EXPERIMENTAL 


2 


1 


EXPERIMENTAL (directo 
sin enriquecimiento) 


0 


0 



TT: Caldo Tetrationato 
HE: Agar Enterico de Hektoen 
RV: Caldo Rappaport Vassiliadis 
RAM: Medio RAMBACH 



Se observa en todos los casos un numero de resultados falsos positivos mucho 
menor en la composicion experimental que en los metodos tradicionales, siendo 
superior el resultadp en el caso de la inoculaci6n directa en la composicion 
experimental, donde no se obtuvo ningun resultado false positive. 
Ejempio No.2. 

Se prepar6 la composicion con los ingredlentes segOn el ejempio 1 pero pesados 
por separado en el iaboratorio dentro de un erienmeyer. Se adicion6 adem^is el 
aminoScido sulfurado L-cistina en cantidad de 0,2 g/L. 

Se af1adi6 a la mezcia de ingredlentes solidos una mezcia de agua desionizada 
con C3H8O2 y se procedio a la preparacion de la composicion hasta su gelificacion 
segun se describe en el ejempio 1 . 

Se inocularon cepas certificadas de Salmonella typhimurium (ATCC 14028). 
Escherichia coli (ATCC 25922). Citrobacter freundii (ATCC 9080) y Streptococcus 
faecalis (ATCC 29212). Dichas cepas se inocularon por estrfas en la superficie 
del gel, hasta lograr colonias aisladas. 

Se logrd a las 24 horas una coloracidn roja intensa en las colonias de Salmonella 
lo que las hace facilrnente diferenciables desde las 21 horas. La cepa de E. coli 
mostro coloracion azul-verde. siendo diferente del otro coliforme inoculado 
(Citrobacter freundii), el cual se observe con coloraci6n violeta caracteristica. Fue 



# m 

21 



evidente la inhibicion de la cepa de Streptococcus faecalis, la cual no mostro 
crecimiento en ninguna variante, aun con inoculo concentrado en dilucion 10~\ 
Ejempio No.3 

Se preparo ia cx>mposicidn con los ingredientes segCin el ejempio 1, con la 
5 diferencia de que el hidrolizado de corazon utilizado fue obtenido por hidrolisis 
papamica (nitrogeno total « 12 %). la cantidad utilizada fue similar al ejempio 1. 
Otra diferencia radica en que el inhibidor utilizado fue el desoxicolato de sodio, a 
concentracion de 1 g/L y el sustrato cromogenico fue x-Gal, disminuido en un 33 
% respecto a la cantidad utilizada en el ejempio 1 . 
10 Estos ingredientes fueron pesados por separado en un erienmeyer. 

Se anadio a la mezcia de ingredientes solidos, una mezcia de agua desionizada 
con CaHgOz y se procedio a la preparacion de la composici6n hasta su gelificacion 
segun se describe en el ejempio 1 . 

Se inocularon cepas certificadas de Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella 
15 typhimurium (ATCC 14028). Proteus vulgaris (ATCC 13315), Salmonella 
enteritidis (ATCC 13076), Enterobacter aerogenes (ATCC 13048), Salmonella 
typhi (ATCC 19430) y Proteus mirabilis (ATCC 7002). Dichas cepas se inocularon 
estriando la superficie hasta obtener colonias aisladas. Los resultados de la Tabia 
No. 7, evidencian la diferenciacion de las especies inoculadas a las 18 horas de 
20 incubacion. 
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Tabia No. 7 Caracterfsticas del medio y las colonias a las 18 horas de incubacion. 



Organismo 


Color del medio 


Color y caracteristicas de las 
colonias aisladas 


Escherichia coli 


Naranja 


Azules, hordes regulares, 
convexas, tamano « 2 mm 


Salmonella typhimurium 


Naranja rojizo 


Rojo-naranja, bordes regulares, 
convexas, tamano 1,5 - 2 mm 


Proteus vulgaris 


Naranja 


Algo inhibidas, incoloras, bordes 
reoulares. tamano « 1 5 mm 


Salmonella enteritidis 


Naranja rojizo 


Rojo-naranja, bordes regulares, 
convexas, tamano « 1 ,3 mm 


Enterobacter aerogenes 


Naranja 


Azu! claro. bordes regulares, 
convexas, tamano « 2 mm 


Salmonella typhi 


Naranja 


Incoloras, bordes regulares, 
convexas, tamano « 1 ,5 mm 


Proteus mirabilis 


Naranja 


Incoloras, bordes regulares, 
tamano « 1 ,5 mm 



Se observ6 un crecimiento temprano y diferenciado de las especies de 
Salmonella no typhi por la coloraclon rosado Intenso, siendo la cepa de 
5 Salmonella typhi incolora en el medio y mas pequeina en tamano. Se observe el 
crecimiento de las especies de Proteus, lo que evidencia la no inhibici6n de estos 
microorganismos a diferencia de la mayorfa de los medics para diferenciacion de 
Salmonella. 
Ejempio No. 4. 

10 La composici6n fue preparada con los ingredientes segun el ejempio 3, con la 
adicion de yema de huevo deshidratada en cantidades de 4 g/L (VI) y 8 g/L (V2). 
El metodo de preparacion fue similar al ejempio 3. 

Se inocularon por estrias en la superficie del gel. cepas certificadas de E. coli 
(ATCC 25922). Salmonella typhi (ATCC 19430). Proteus vulgaris (ATCC 13315) y 
15 Streptococcus faecalis (ATCC 27212). Los resultados a las 24 horas se observan 
en la TabIa No. 8. 



TabIa No. 8. Funcionalidad de la composlci6n con yema de huevo 



Organismo 


Variante 


Col r del medio 


Color y morfologta de las 








colonias aisladas 



• • ■ i 



Escherichia coli 


V1 


Naranja, opaco 


Azules, bordes regulares, 
convexas, tamano « 2 mm 




V2 


Naranja, opaco 


Azules, bordes regulares, 
convexas, tamano » 2 mm 


Salmonella 
typhimurium 


V1 


Naranja amarillento. 
opaco 


Rosadas, bordes 
regulares, convexas, 
tamano « 1-2 mm 




V2 


Naranja amarillento, 
opaco 


Posadas, bordes 
regulares, convexas, 
tamano «1 -2 2 mm 


Klebsiella 
pneumoniae 


/ V1 


Rosa-naranja, opaco 


Azul-violeta, bordes 
regulares, convexas, 
tamano »1 -2 mm 




V2 


Rosa-naranja, opaco 


Azul-violeta, bordes 
regulares, convexas, 
tamano « 1-2 mm 


Salmonella typhi 


V1 


Naranja, opaco 


De incoloras a rosadas, 
bordes regulares, 
convexas, tamano » 1 mm 




V2 


Naranja, opaco 


De incoloras a rosadas, 
bordes regulares, 
convexas, tamano « 1 mm 


Proteus vulgaris . 

; 


V1 


Naranja, opaco 


Incoloras, bordes 
regulares, convexas, 
tamano « 1 mm 




, V2 


Naranja, opaco 


Incoloras, bordes 
regulares, convexas, 
tamano » 1 mm 


Streptococcus 
faecalis 


. V1 


Naranja, opaco 


Pequenas colonias muy 
inhibidas, tamano « 1mm 




V2 


Naranja, opaco 


Pequenas colonias muy 
inhibidas, tamano « 1mm 



La composici6n mostrd una gran opacidad en las dos variantes, lo que facilito un 
buen contraste para la observaclon del crecimiento de los microorganismos en la 
superficie del gel, se observe adem^s una diferenciacion de la Klebsiella 
5 pneumoniae de otros coliformes por.su coloraclon vidleta, derivada de la 
degradacidn del sustrato cromog6nico y la fenmentacidn del CgHgOj en presencia 
de un Indicador de pH. Se observa adem^s un crecimiento de las especies de 
Proteus. 

Las especies de Salmonella se diferencian a las 24 horas en la composicion, 
10 mientras que el crecimiento de Streptococcus faecalis es imperceptible a las 24 
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horas. 

Ejempio No. 5. 

Se prepare la composicion segun el ejempio 3 con ia adicion de cloruro de 
magnesio en cantidad de 5 g/L. El metodo de preparacibn fue similar al ejempio 3. 
5 Se inocularon por estrias en la superficie del gel, cepas certificadas de E. coli 
(ATCC 25922), Salmonella typhlmurium (ATCC 14028), Salmonella typhi 
(ATCC19430), Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Streptococcus faecalis 
(ATCC 19433). Se realizo la iectura a las 24 horas, cuyos resultados se muestran 
en la Tabia No. 9. 



10 TabIa No. 9 Caracteristicas del medio y las colonias. 



Organismo 


Color del medio 


Color y caractensticas de las 
colonias aisladas 


Escherichia coli 


Naranja 


Azules, bordes regulares. 

convexas, tamano ^ 2 mm 


Salmonella typhimurium 


Naranja rojizo 


Rosado, bordes regulares, 
convexas. tamano « 2 mm 


Salmonella enteritidis 


Naranja rojizo 


Rosado, bordes regulares. 
convexas, tamano » 2 mm 


Salmonella typhi 


Naranja 


Incoloras, bordes regulares, 
convexas, tamano « 1,5 mm 


Streptococcus faecalis 


No crecimiento 


No crecimiento 



Se observ6 un buen crecimiento y diferenciacidn temprana de las especies de 
Salmonella no typhi por su coloraci6n rosada. La cepa de E. coli se comporto, 
segun lo esperado, mostrando coloracibn azul de las colonias aisladas. La cepa 
15 de Streptococcus faecalis se mantuvo inhibida en el la composicion, 
evidenciando su poder inhibitorio para los organismos Gram-positivos. 
Ejempio No. 6. 

Se preparo la composicion con la adicion del compuesto nitrogenado creatina, en 
cantidad de 0,5 g/L. Los ingredientes fueron pesados por separado en el 
20 laboratorio dentro de un erienmeyer. 

Se anadio a la mezcia de ingredientes solidos, una mezcia de agua desionizada 
con CaHgOa y se procedio a la preparacion de la composicibn hasta su gelificacion 
segun se describe en el ejempio 1 . 

Se evalu6 una cepa certificada de Salmonella typhimurium (ATCC 14028), la cual 
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se inoculo por estrias sobre la superficie del gel. hasta obtener colonias aisladas. 
Se obtuvo a las 24 horas un abundante crecimiento del organismo con coloracion 
rosado fuerte que a las 36 horas se convirtio en rojo intenso, lo que hace posible 
la incorporacion de la creatina en la composicion. 
5 Ejempio No. 7. 

Se realizo la evaluacion de la composicion con la formulacion segun el ejempio 3 
en muestras de alimentos contaminados. Se realizo en paralelo la deteccion de 
Salmonella en came contaminada, por el metodo tradicional y utilizando la nueva 
composicion. sin pre-enriquecimiento. 

10 Se inocularon directamente diluciones de la muestra en la superficie de la 
composicion por estriado, hasta obtener colonias aisladas. Se detecto en 24 
horas la presencia de Salmonella, coliformes y otras enterobacterias. Por el 
n^todo tradicional la muestra se incubo en solucion reguladora de peptone (24 
horas 37 °C), se enriquecio en Caldo Tetrationato (24 horas a 43 "^C) y 

15 posteriormente se inoculo en Agar Verde Brillante (preparado segun ejempio 1 ). 
Debido a esta serie de pasos. el resultado presuntivo para determinar la 
presencia de. Salmonella demora de tres a cuatro dias. 

A las colonias sospechosas obtenidas por ambos metodos, se les realizaron las 
pruebas bioquimicas correspondientes. inoculandolas por triplicado por el metodo 
20 de puncion y estrias en los medios para analisis bioquimico (Agar Hierro de 
Kligler, Agar Urea, Caldo Triptona y para prueba de Indol en Agar Lisina Hierro). 
Por ambos metodos se confirmo la presencia de Salmonella, logrando con la 
nueva composicion una reduccion del tiempo total del analisis de, al menos, tres 
dias. 
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REIVINDICACIONES 



1 .Composiclon para la deteccion y el recuento temprano y diferenciado de 
organismos microscopicos Gram-negativos, caracterizada por contener una 
5 mezcia de sustancias de origen proteico con un contenido de nitrogeno total de 9 
a 20 %, la cual se encuentra en la mezcia en una relacion de 2:1 a 24:1 con 
respecto al contenido de sustancias inhibidoras de los organismos Gram- 
positivos, y que comprende ademas una mezcia de sustancias organicas e 
inorganicas, encontrandose esta mezcia en una relacion de 0.5:1 a 2:1 con 

10 respecto a la mezcia de sustancias de origen proteico. 

2. Composicion segCin la reivindicacidn 1, caracterizada porque la mezcia de 
sustancias de origen proteico contiene hidrolizado pancreatico o papainico de 
corazon de res, hidrolizado enzimatico de proteinas lacteas, autolizados o 
hidrolizados de origen microbiano y mezcia de proteinas de la yema del huevo, 

15 3. Composicion segun la reivindicacion 2, caracterizada porque la mezcia de las 
sustancias de origen proteico contiene el hidrolizado pancreatico o papainico de 
corazon de res a una concentracion entre 25 y 75 %. 

4. Composicion segun la reivindicacibn 2, caracterizada porque la mezcia de las 
sustancias de origen proteico contiene el hidrolizado enzimatico de proteinas 

20 lacteas esta a una concentracion hasta el 15% de dicha mezcia. 

5. Composicibn segun la reivindicacion 2. caracterizada porque la mezcia de las 
sustancias de origen proteico contiene los autolizados o hidrolizados de origen 
microbiano a una concentraci6n entre 15 y 25%. 

6. Composicion segun la reivindicacion 2. caracterizada porque la mezcia de las 
25 sustancias de origen proteico contiene una mezcia de proteinas de la yema del 

huevo a una concentracion de hasta el 45 % de dicha mezcia . 

7. Composicion segun a reivindicacion 1 caracterizada porque las sustancias 
inhibidoras del crecimiento de los organismos Gram-positivos son preferiblemente 
los acidos colico y deoxicolico y sales biliares. 

30 8. Composicion segun la reivindicacibn 1, caracterizada porque dentro de la 
mezcia de sustancias organicas e inorg^inicas comprende 6xidos de metales 
bivalentes y compuestos de silicic; indicadores de pH; alcoholes degradables por 



las enzimas de al menos uno de los microoorganismos a identificar; compuestos 
cromogenicos degradablesi/bajo ia acci6n de enzimas de al menos uno de los 
organlsmos a identificar, asf como sustancias promotoras del crecimiento de los 
organismos Gram-negativos. 

9. Composicion seguii ja. reivindicacion 8. caracterizada porque, dentro de la 
mezcia de sustancias organicas e inorganicas, los oxides de metales bivalentes y 
compuestos de silicio spri preferiblemente el 3MgO x 4 SiOj x H2O y el SiOj x 
H2O, los cuales se emplean a una concentracion entre 6 al 32 % con respecto a la 
masa total de la mezcia! a |(i 

10. Composicion segun la reivindicacion 8, caracterizado porque dentro de la 
mezcia de sustancias prgaiiicas e inorganicas, los indicadores de pH que se 
emplean son preferiblernente el rojo fenol y el rojo neutro. los cuales son usados 
a concentraciones entre 0 03 y 0.18 % con respecto a la masa total de la mezcia . 

11. Composicion segun la reivindicacion 8. caracterizado porque dentro de la 
mezcia de sustancias -orgahicas e inorganicas, el alcohol degradable por las 
enzimas de al merips! uno de los microoorganismos a identificar es 
preferiblemente el C3H8P2, el cual se emplea en cantidades entre 10 y 14 mU L, 

12. Composicion segdri^ ja reivindicacion 8, caracterizado porque dentro de la 
mezcia de sustancias organicas e inorganicas. el compuesto cromogenico que 
puede ser degradado bajo la accion de enzimas de al menos uno de los 
organismos a identificar es preferiblemente X-Gal, el cual es empleado a 
concentraciones entre 0,15 0.3 % con respecto a la masa total de ia mezcia. 

13. Composicion segun la .reivindicacion 8. caracterizado porque dentro de la 
mezcia de sustancias organicas e inorganicas, ias sustancias promotoras del 
crecimiento de los organismos Gram-negativos son preferiblemente sales de 
sodio y de magneslo, cpmpuestos nitrogenados de bajo peso molecular y 
aminoacidos sulfurados. 

14. Composicion segun la reivindicacion 13, caracterizado porque dentro de las 
sales de sodio y de magnesio se emplean preferiblemente cloruro de magnesio y 
carbonato de sodio en cantidades desde 0.03 hasta 32 % con respecto a la masa 

, total de la mezcia. 

15. Composicion segun la reivindicacidn 13. caracterizado porque dentro de la 




mezcia de sustancias organicas e inorganicas, y particularmente dentro de los 
compuestos nitrogenados de bajo peso molecular, se emplea preferiblemente la 
creatina, a concentradones hasta el 3 % con respecto a la masa total de la mezcia. 

16. Composlci6n segun la reivindicacion 13, caracterizado porque dentro de la mezcia 
5 de sustancias organicas e inorg^inicas, los aminodcidos sulfurados que se emplean 

son preferiblemente la cistina y la dstelna, en concentradones hasta el 1.25 % 
respecto a la masa total de la mezda. 

1 7. Composidon segun la reivindicacion 1 , caracterizada porque dentro de la mezcia de 
sustandas organicas e inbrganicas se emplean agentes gelrficantes, preferiblemente 

10 agar de dureza entre 400 y 700 g/cnf a una concentradon entre 40 y 63 % respecto a 
la masa total de la mezda. 

18. Composidon segun la neiyindicaddn 1, caracterizada porque posee un valor de pH 
entre 6.8 y 7,4, 

19. M6todo para preparar la composidbn de las relvindicadones de la 1 a la 18, 
15 caracterizado porque dicha composidon es preparada suspendiendo entre 30 y 32 g de 

la misma en 1L de una mezda de alcohol y agua destiiada o desionizada, agitando 
hasta lograr la total distribuddn, adidonando dicha premezda a la mezda de los demas 
componentes, agitando a temperatura de hasta 100 ''C por 1 a 3 minutes la mezcia, 
disminuyendo la temperatura hasta 45-50 °C, distribuyendo en el envase final de 
20 ensayo, dejando solidificar la mezda a temperatura de 20-30 ""C e incubando la mezda 
gelificada con los organismos microscopicos o las muestras que los contienen por 
cualesquiera de los metodos conoddos. 

20. Metodo para la deteccibn y el recuento temprano y diferendado de 
microorganismos Granvnegativos caracterizado porque la detecd6n y el recuento de E. 

25 coli y otros organismos colifomnes es posible por el color azul-verde de las colonias 
sobre fondo naranja del medio; Salmonella non typhi por el color rojo del centre de las 
colonias sobre el fondo rosado del medio; Salmonella typhi y Pmteus por la 
transparenda de las colonias; Citmbacter y Klebsiella por la coloradbn violeta de las 
colonias sobre fondo rosado a naranja del medio; y Pseudomonas aemginosa por la 

30 colorad6n naranja con cenfro oscuro de las colonias y pigmentad6n verdosa a partir de 
las 24 horas de incubad6n, las cuales emiten fluorescenda amarillo-verdosa bajo luz 
ultravioleta. 
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